肺癌是目前最常见的恶性肿瘤，其发病率与死亡率在全球居各种肿瘤之首，虽然手术、化疗、分子靶向治疗等治疗手段取得了巨大进步，但其5年生存率仍徘徊在15%左右^\[[@b1]\]^，其中，非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）占肺癌总量的80%-85%。由于肺癌发病隐匿，30%-50%的患者在确诊时已处于疾病的中晚期，预后极差，5年生存率小于10%。因此，明确肺癌的发病机理必将对肺癌的诊治起到至关重要的作用。自噬（autophagy）是一个进化保守的细胞内分解代谢过程，细胞利用溶酶体降解自身受损的细胞器和大分子物质，是真核细胞特有的生命现象。现有的证据表明自噬的异常与肿瘤的发生发展关系密切^\[[@b2]\]^，但是其作用机制还不明。现有的观点认为，在肿瘤的早期，自噬可降解有害的蛋白，维持内环境的稳定，抑制肿瘤的发展; 而在肿瘤的晚期，自噬可促进肿瘤的发展和转移。因此，研究自噬在肺癌发生发展中的作用是十分必要的。

微管相关蛋白轻链3（microtubule associated protein 1 light chain 3, LC3）是哺乳动物细胞中酵母ATG8（Ant7/Apg8）基因的同源物，是自噬的一种标记性基因，其表达水平与自噬活性密切相关，是目前公认的自噬标记基因^\[[@b3],\ [@b4]\]^。P62是由原癌基因*c-myc*编码的基因表达产物，它可以与泛素化的蛋白质相结合，将其转运至自噬小体内进行降解，因此它是反映自噬活性的标记蛋白。目前，有关LC3和P62在NSCLC中表达情况的研究较少^\[[@b5]-[@b7]\]^。本研究通过免疫组化法联合检测LC-3、P62在NSCLC组织中的表达情况，分析其与肿瘤病理生理特征的关系，以探讨自噬在肺癌发生发展及预后中的作用。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 研究对象及临床资料 {#s1-1}
-----------------------

以2011年6月-2013年9月期间在天津医科大学总医院肺部肿瘤外科行肺癌切除术的患者，经术后病理组织学检查确诊为原发性NSCLC，且术前未经放疗、化疗和分子靶向治疗，共收集患者66例。病人的数据请见[表 1](#Table1){ref-type="table"}，包括年龄、性别、吸烟史、病理类型、分化程度、淋巴结转移情况等。根据世界卫生组织（World Health Organization, WHO）第八版临床分期标准将患者的进行TNM分期。共包含男性46例，女性20例，年龄47岁-76岁，中位年龄61岁。其中腺癌45例，鳞癌21例。术后平均随访48.5个月（3个月-96.5个月），生存数据截止到2014年7月。这项研究通过了本院伦理委员会批准并取得患者的知情同意。

###### 

LC-3和P62在66例NSCLC中的表达情况和其临床特征分析

The expression of LC-3 and P62 in 66 lung cancer patients and their clinical characteristics

  Factor            LC-3                P62                                                 
  ----------------- ------ ------------ ------------ ------- ---- ------------ ------------ ----------
  Total             66     27 (40.9%)   39 (59.1%)                43 (65.2%)   23 (34.8%)   
  Histology                                                                                 
    SCC             21     12           9            0.013        5            16           \< 0.001
    AD              45     15           30           38      7                              
  Gender                                                                                    
    Male            46     20           26           0.432        30           16           0.38
    Female          20     7            13           13      7                              
  Age (yr)                                                                                  
    ≤61             19     6            13           0.889        10           9            0.076
     \> 61          47     21           26           33      14                             
  Smoking history                                                                           
    Yes             30     11           19           0.409        22           8            0.112
    No              36     16           20           21      15                             
  Clinical stage                                                                            
    Ⅰ-Ⅱ             14     6            8            0.094        4            10           \< 0.001
    Ⅲ-Ⅳ             52     21           31           39      13                             
  Metastasis                                                                                
    Yes             50     17           33           0.006        29           21           \< 0.001
    No              16     10           6            14      2                              

1.2. 免疫组织化学方法 {#s1-2}
---------------------

66例肺癌组织标本均由天津医科大学总医院病理科常规固定、石蜡包埋，切片。4 μm-6 μm厚的石蜡病理切片，70 ℃烤片40 min，脱蜡，脱水后，经Tris/EDTA修复液（pH 8.0）进行抗原修复，正常羊血清RT封闭30 min，加入一抗4 ℃过夜，经生物素化的二抗37 ℃ 30 min，辣根酶标记的链霉素卵白素工作液37 ℃ 30 min，DAB显色液显色，苏木素复染。LC-3和P62抗体均购自Cell Signaling Technology，兔抗人单克隆抗体，经稀释液1:100稀释后使用。阳性对照由试剂公司提供，PBS代替一抗作为阴性对照。

1.3. 免疫组织化学结果判定 {#s1-3}
-------------------------

每张切片随机选取10个高倍（400×）视野，每个视野计数100个细胞，根据细胞染色强度和阳性细胞比例评判实验结果。所有染色结果均由两位病理医生对患者的临床病理信息没有事先了解的情况下给出分数，然后在讨论后达成共识。对LC-3和p62染色强度和范围进行评分。根据染色强度分级为0（无染色）、1（轻度染色）、2（中度染色）、3（强染色）。根据染色的肿瘤细胞的百分比，评分如下：0（\< 10%）、1（10%-49%），2（≥50%）。将两个得分相乘得到最终的结果，阳性（≥2）或阴性（\< 2）。

1.4. 统计学方法 {#s1-4}
---------------

采用SPSS 19.0统计软件包（IBM公司，美国）对所有数据进行统计学分析。运用卡方检验来分析LC-3和p62的表达与临床病理生理特征的关系。采用单变量和多变量*Cox*比例风险模型计算患者的危险比和95%CI。生存分析采用*Kaplan-Meier*法，以*P* \< 0.05为差异具有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. LC-3与P62蛋白在NSCLC组织中的表达 {#s2-1}
-------------------------------------

如[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}所示，LC-3、P62阳性染色呈棕黄色或者黄褐色颗粒，在细胞质和细胞核中均有表达，阳性染色细胞排列呈巢状，周围被结蹄组织分割，另可见部分患者的细胞排列成腺腔样。在66例NSCLC患者中，27例LC-3染色阳性，阳性表达率为40.9%（27/66）; 43例P62染色阳性，P62的阳性表达率为65.2%（43/66）。

![LC-3和P62免疫组化结果示意图。\
The immunohistochemistry staining results of LC-3 and P62 in lung cancer.](zgfazz-21-6-445-1){#Figure1}

2.2. LC-3与P62蛋白表达与NSCLC临床病理因素的关系 {#s2-2}
-----------------------------------------------

如[表 1](#Table1){ref-type="table"}所示，我们进一步对LC-3和P62的表达情况与患者的临床病理生理特征进行分析，发现在不同组织学类型的患者中，LC-3和P62的表达情况存在明显差异：在鳞癌患者中LC-3阳性率为57.14%（12/21），明显高于其在腺癌患者中的阳性表达率（33.33%, 15/45）（*P* \< 0.05）; 而P62却腺癌患者中的阳性表达率（84.44%, 38/45）明显高于其在鳞癌患者中的阳性表达率（23.81%, 5/21）（*P* \< 0.05）。在Ⅲ期-Ⅳ期肺癌中P62的阳性表达率（75%, 39/52）明显高于其在Ⅰ期-Ⅱ期存肺癌中的表达（28.57%, 4/14）（*P* \< 0.001）; 在不同转移状态的病人中，LC-3和P62的表达情况存在显著性差异：在有转移的患者中LC-3的阳性表达率仅为34%（17/50），明显低于其在无转移的患者中（62.5%, 10/16）（*P* \< 0.001）; 而P62的阳性表达率在有转移的患者中为58%（29/50），虽然仍然明显低于其在无转移患者中的阳性表达率（87.5%, 14/16）（*P* \< 0.001），但却明显高于LC-3在有转移患者中的阳性表达情况。

2.3. LC-3与P62蛋白在NSCLC中表达的相关性 {#s2-3}
---------------------------------------

如[表 2](#Table2){ref-type="table"}所示，应用*Spearman*相关性分析显示：在66例NSCLC患者中，LC-3与P62均阳性者9例，LC-3与P62均阴性者5例，LC-3阳性P62阴性者18例，LC-3阴性P62阳性者34例，二者表达呈负相关（r~s~=-0.065, *P* \< 0.001）。

###### 

LC-3和P62表达相关性分析

Correlation analysis of LC-3 and P62 expression

  LC-3 expression   P62 expression   *P*   
  ----------------- ---------------- ----- ----------
  Positive          9                18    \< 0.001
  Negative          34               5     

2.4. LC-3和P62表达与其临床预后之间的关系 {#s2-4}
----------------------------------------

如[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}所示，应用*Kaplan-Meier*法对66例患者进行生存分析发现，LC-3蛋白阳性表达的患者预后明显好于其阴性表达的患者（39.1个月*vs* 16.3个月，*P*=0.0196）; 而P62蛋白表达水平却与患者的预后未见明显的相关性（阳性患者27.8个月*vs*阴性患者29.2个月，*P*=0.1629）。

![*Kaplan-Meier*生存曲线分析。\
*Kaplan-Meier* survival analysis.](zgfazz-21-6-445-2){#Figure2}

3. 讨论 {#s3}
=======

自噬是一种溶酶体依赖性的高效亚细胞降解途径，是广泛存在于真核细胞内的一种基本生命现象，它通过溶酶体将细胞多余的或无功能的物质降解，从而达到保护细胞内蛋白代谢平衡，调节细胞微环境稳态等目的^\[[@b8]\]^。许多研究表明，自噬对于肿瘤的发生发展可能起双重作用^\[[@b9]-[@b11]\]^。一方面，自噬通过维持肿瘤细胞内营养及微环境的稳态使得肿瘤细胞可以持续获得能量供给，有促进肿瘤生长的作用; 另一方面，自噬通过多种自噬标记性因子激活不同的细胞信号调节通路，使得肿瘤细胞发生程序性死亡，从而达到抑制肿瘤生长的作用。此外，自噬可导致肿瘤细胞对放疗、化疗和靶向治疗的耐受和治疗失败，从而导致肿瘤的进展、复发和转移。

LC-3是哺乳动物细胞中酵母ATG8基因的同源物，能定位于自噬体膜，参与自噬的形成，其表达产物有LC3 Ⅰ型和LC3 Ⅱ型两种形式。当自噬发生时，LC3Ⅰ型经泛素样加工修饰后与自噬体膜表面的磷脂酰乙醇胺结合，形成LC3 Ⅱ型。LC3 Ⅱ型蛋白结合并定位于胞内自噬体的膜上，其含量的多少与自噬泡的多少呈正比，可以间接反映细胞自噬水平的高低，是自噬的标记性分子^\[[@b12]\]^。P62是原癌基因*C-myc*编码，在细胞质中合成，随后表达于细胞核内的一种磷酸化蛋白质。P62可以与泛素化的蛋白质及自噬体膜上的LC-3 Ⅱ蛋白形成复合物，在自噬溶酶体内完成降解过程^\[[@b13]\]^。在自噬过程发生时，P62在细胞质内被不断的降解，P62表达降低; 当自噬流受阻时，P62蛋白在细胞质内聚集，表达量升高，因此，P62是一种可以反映自噬流活性的标记蛋白。

本研究结果显示，在NSCLC中，LC-3的阳性表达率为40.9%，在腺癌患者及有转移的患者中，LC-3的表达阳性率显著性低于鳞癌患者及无转移的患者，而LC-3较低表达的患者总体预后差，提示在NSCLC中，存在LC-3的表达异常并与患者的预后相关。Liu等的研究^\[[@b14]\]^结果显示，在NSCLC中LC-3的下调与患者的病理类型及远处转移情况有关，这与我们的研究结果一致。对于P62来说，在NSCLC中的阳性表达率为65.2%，在腺癌患者，TNM分期Ⅲ期、Ⅳ期及无远处转移的患者中P62的阳性表达率显著增高。进一步分析显示，P62与LC-3在NSCLC中的表达呈负相关（r~s~=-0.145, *P* \< 0.01）。上述结果表明NSCLC组织中存在LC-3和P62表达异常，提示自噬可能介导NSCLC发生、发展过程。

综上所述，NSCLC中存在自噬相关蛋白LC-3和P62的表达异常，其表达情况与肿瘤的病理类型、临床分期及是否存在转移相关，提示自噬参与了NSCLC的发生发展过程，但其具体的作用机制仍需要进一步探讨。
